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本研究では. ENTX を再現性良く高度に精製する方法を確立し，高度精製 ENTX標品を用いて，
その作用を細胞レベルで解析した。
(方法ならびに成績)
1. ウサギ抗 ENTX 血清添加 Duncan-Strong 培地寒天平板を用いた高度毒素産生株の分離
ENTX産生株 c. 知rfringens type A NCTC 8239 をウサギ抗 ENTX 血清を含む( 4μgENTX 




上述の方法で分離した高度毒素産生株を DS 液体培地で 37 0C ， 8 時間培養し，菌体から得た超音波抽








ENTX による細胞致死作用発現には細胞外液にCaが必須である乙とを見出した。 HeLaあるいは Vero
細胞にイークvル培地中で100 ng/mf 以上の毒素濃度でENTXを作用させると 15--20分後にまず細胞表
面 I L: bleb が生じ，次に細胞は球状に膨み，やがてトリパンブルー排除試験で細胞死を認めた。乙の変
化はCa， Mg を含むリン酸緩衝生理食塩水(以下CaMg-PBS と略記)中でも同様に認められた。しかし
Ca を含まないリン酸緩衝液 CMg は含む，以下 Mg-PBS と略記)中では ENTXを作用させても細胞
のこの様な形態変化は現れなかった。
4. ENTXの細胞毒作用発現過程の諸段階一細胞外Ca非依存性段階と Ca依存性段階
Mg-PBS 中で ENTX を 37 0C ， 20分間作用させた後，遊離の ENTXを洗浄によって除き，外液をCaMg
-PBSにおき替えるとただちに細胞にbleb 形成がおこった。乙の乙とは， ENTX による bleb形成に到る細
胞致死過程は細胞外液に Ca がない条件でも bleb 形成がおこる直前の段階まで進んでいることを示して
いる。すなわち ENTX の細胞毒作用発現過程は Ca 非依存性の初段階と， bleb形成に到る Ca依存性の後
期段階の 2 つに分けられることが解った。
5. ENTX による Ca の細胞内流入
ENTX の細胞致死作用発現において Caが細胞内へ流入しているかについて次に検討した。 Caイオノ
フォアA23187で細胞を処理すると， ENTX を作用させたときと同様の bleb形成が見られた。そこで細胞
内 Ca量を原子吸光分光光度計を用いて測定したところ， ENTX処理をした細胞の Ca 量は対照の非処
理細胞の約 3 倍に増加していた。細胞内Ca量の増加は毒素用量に依存し，毒素処理後約10分後からすでに増
加が認められた。 ENTX による Caの細胞内流入の様相を明らかにするために， ENTXの細胞内 Mg，
Na, K 量に対する影響を調べた。細胞内Mg， Na, Kの量はいずれもが細胞を ENTX 処理すると変化し，
その変化の方向は，乙れらのイオンの細胞内外の生理的な濃度勾配が失われる方向であった。以上の結
果から， ENTX は細胞に結合した後 細胞膜の透邑性の変化を惹きお乙して細胞内へ多量の Ca を流入さ




2. 精製ENTXを用いて， ENTX の HeLa および Vero 細胞に対する毒作用を解析し，その発現には細
胞外液の Ca が必須であることを見出したD
3. ENTXの細胞毒作用発現過程には Ca非依存性の初期段階と Ca 依存性の後期段階があることを明
らかにし fこ口
99 -~ 
4. ENTX処理後の細胞内各種陽イオン量の変化を測定したととろ， Ca, Na が細胞内へ流入すると同
時に， K, Mg は細胞外へ流出している乙とが解った。




で高度純化した。次に精製毒素と HeLa および:'Vero細胞を用いて本毒素作用を in vitro で解析し，本毒
素作用にはCa2 +が必須で、ある乙と，毒作用過程lとはCa2+非依存性および依存性の初期および後期段階が
ある乙とを見出し，さらに膜のイオン透過性の変化を明らかにした。
本研究は，本毒素による下痢発症機構解明のための重要な研究であり，高く評価される口
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